



















































36 個から 37.8℃，湿度 60%の環境で孵卵し孵化した幼雛
36 羽（オス n＝20，メス n＝16）を，37.8℃，湿度 60%，
1 日 14 時間照明下で飼育した。水，エサ（幼雛育成用飼
料 metabolisable energy（ME）3.0 Mcal/kg, crude pro-
tein（CP）24%）は自由給餌とし，21 日齢になるまで飼
育した。36 羽の中から無作為に 16 羽を選択し，300 mg/
mL のメトホルミン水溶液を体重 1 kg あたり 1 mL 容量に
なるように経口投与し，メトホルミン投与群とした。別な











の測定を行った。マイクロチューブに血漿 100 µL と，内
部標準溶液 12.5 µL を入れ，除タンパクのため試験管振盪
機で 10 秒間混和後，遠心分離（13,000 g，4℃，20 分間）
をおこなった。上清を別のマイクロチューブに 10 µL 移
し，そこにABEE 標識化試薬（生化学工業製）を 40 µL




秒間）し，蒸留水 200 µL，クロロホルム 200 µL を添加し，
試験管振盪機で 10 秒間混和後，遠心分離（13,000 g，4℃，
5分間）し，上清 10 µL を HPLC分析に供した。
　G6Paseと PEPCKのmRNA発現量の定量
　mRNAの定量はYAMAMOTO らの方法20）を参考にリアル
タイム PCR 法より行った。約 100 mg の肝臓および腎臓
からTripure Isolation Reagent（Roche Diagnostics, Mann-
heim, Germany）の用法に従い total RNA を抽出した。微
量分光光度計Nanodrop ND-1000（Thermo Fisher Scien-
tiﬁ c, USA）で total RNA 溶液の濃度を測定し，1 µg の
total RNA をテンプレートにし，QuantiTect Reverse 
Transcription RT-PCR kit（Qiagen, Germany）の用法に
従い，逆転写を行い cDNAを合成した。各サンプルにつ
いて合成した cDNA をテンプレートにし，Platinum® 
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG（invitrogen USA）
の用法に従い，7500 Real Time PCR System（Applied 
Biosystems USA）を測定機器に用いて，mRNAの発現量
を測定した。リアルタイム PCRは，初期変性に 50℃ 2 分
間保持，95℃ 2 分間保持したのち，95℃ 15 秒，60℃ 30 秒
のサイクルを 40 回繰り返し PCR 反応させた。PCR 反応
液は，2.5 µL のテンプレート用の cDNA（total RNA 125 
ng 相当），Forward，Reverse の各プライマー 1 µL（10 
µM），Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG 
25 µL，Rox reference Dye 0.1 µL を RNase フリー水で総
量 50 µL になるよう調製した。定量は各 cDNAを組み込
んだ濃度既知のプラスミドの連続希釈系列から検量線を作
成して行った。
　ターゲット遺伝子の配列情報を NCBI データベース 
Reference Sequence（RefSeq）から得て，プライマーを
次のように設計した。
G6Pase Forward : 5′-GGCAGTCATTGGTGATTGG-3′ ; 
G6PaseReverse : 5′-TCCCTGGTCCAGTTTCACA-3′
（RefSeq No. XM_422017） ; 
PEPCK-C Forward : 5′-GAGAGCCTGCCTCCACAA-3′ ; 
PEPCK-C Reverse : 5′-CGACCCAGCTGGCTACTT-3′
（RefSeq No. NM_205471） ; 
PEPCK-M Forward : 5′-CCGAGCACATGCTGATTTT-3′ ; 
and PEPCK-M Reverse : 5′-CGTTGGTGAAGATGGTGT-
TG-3′（RefSeq No. NM_205470）
　G6Paseと PEPCKの酵素活性測定
　肝臓と腎臓は，およそ 400 mg を切り取り sucrose/Tris/
EGTA（STE）solution（0.25 mol/L sucrose, 10 mmol/L 







の測定は Jomain-Baum らの方法に従い，malic acid を基
質として測定した6）。G6Pase の測定は Baginski らの方法
に従い，glucose 6-phosphate を基質として測定した1）。酵
素活性は 37℃で測定し，基質 1 nmol に対するサンプル内
のタンパク質 1 mg の活性を測定した。タンパク濃度は





与群との有意差を検証するために Student の t 検定を行っ
た。












時間後で，G6Pase が 25%，PEPCK-M が 75%，PEPCK-C
が 50%程度，コントロール群と比較して減少した。一方，
同じ時間帯で肝臓の G6Pase と PEPCK の mRNA発現量















図 2．　 メトホルミン投与群とメトホルミン非投与群（コントロール群）の肝臓と腎臓のG6Pase の mRNA発現
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